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(57) Abstract 

Especially nodal conditions and tumour size, histological type, degree of differentiation and receptor condition are used nowadays for 
the prognosis and further planning of patients with carcinoma of the breast. Emphasis is placed on evaluation of the condition of the axillary 
lymph node. Patients with a negative axillary lymph node condition generally receive no after-treatment, as their prognosis is better; yet 
30 % of these patients suffer relapses. The method proposed by this invention should make it possible to determine the patient's risk of 
recividation. In accordance with the invention, the invention makes it possible to predict the further evolution of patients with carcinoma of 
the breast by means of a qualitative or quantitative determinatin of Tl protein and/or Tl-mRNA is sample material taken from the patients. 

(57) Zusammenfassung 

Fur die Prognose und weitere Therapieplanung von Mammakarzinompatienten werden heute in erster Linie der Nodalstatus sowie 
die Tumorgrofie, der histologische Typ, der Differenzierungsgrad und der Rezeptorstatus herangezogen, wobei der Schwerpunkt auf der 
Beurteilung des axill&ren Lymphknotenstatus liegt. Patienten mit negativem axillaren Lymphknotenstatus werden, da sie eine bessere 
Prognose haben, in der Regel nicht nachbehandelt; 30 % dieser Patienten entwickeln jedoch Rezidive. Das Verf ahren soil es ermoglichen, die 
Rezidivgefahrdung von Patienten festzustellen. Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt durch die qualitative oder quantitative Bestimmung 
von Tl -Protein und/oder Tl-mRNA in aus dem Patienten gewonnenem Probenmaterial eine Vorhersage des weiteren Krankheitsverlaufs 
von Patienten mit Mammakarzinom. 
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In vitro -Verfahren zum Prognostizieren des Krankheitsverlaufs 
von Patienten mit Mammakarzinom und/oder zum Diagnostizieren 
eines Mammakarzinoms 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein in vitro -Verfahren zum Prognostizieren des 
Krankheitsverlaufs von Patienten mit Mammakarzinom und/oder zum Diagnosti- 
zieren eines Mammakarzinoms, Kits, die zum Durchfuhren dieses Verfahrens 
geeignet sind, sowie die Verwendung von T1-spezifischen Antikorpern Oder 
Fragmenten davon Oder von T1 -spezifischen Oligonukleotiden zum Bestimmen 
von T1 -Protein bzw. T1-mRNA in Patienten mit Mammakarzinom. 

Mammakarzinome, insbesondere invasive Mammakarzinome, sind maiigne Tu- 
more mit extrem unterschiedlichem und bisher unvorhersagbarem klinischen 
Verlauf. Das invasive Mammakarzinom ist bei Frauen der am haufigsten auftre- 
tende maiigne Tumor; an ihm erkrankt im statistischen Mittel jede 16. Frau. Bei 
bestehendem Mammakarzinom wird als primare therapeutische Mafinahme zu- 
nachst der Mammatumor entfernt. Fur die Prognose und weitere Therapiepla- 
nung gelten heute in erster Linie der Nodalstatus, aber auch die TumorgroSe, 
der histologische Typ, der Differenzierungsgrad sowie der Hormohrezeptorstatus 
als wichtige Parameter. Der Schwerpunkt liegt aber auf der Beurteilung des axil- 
liaren Lymphknotenstatus. So wird z.B. bei Patienten mit zum Zeitpunkt der Tu- 
mordiagnose bzw. Operation bereits bestehendem Lymphknotenbefall im Ach- 
selbereich (Nodal-positiv, N(+)) in der Regel sofort eine Chemotherapie durchge- 
fuhrt, gegebenenfalls unterstutzt von einer zusatzlichen Strahlentherapie. Patien- 
ten mit negativem axilliaren Lymphknotenstatus (Nodal-negativ, N(0)) haben ge- 
nerell eine bessere Prognose und werden deshalb in der Regel weder chemo- 
therapeutisch noch strahlentherapeutisch nachbehandelt. Statistisch entwickeln 
jedoch bis zu 30 % der als N(0) eingestuften Patienten ein Rezidiv (Yuan 1992). 
Diese hohe Rezidivrate zeigt, dafi die bisher bekannten Prognosefaktoren den 
Krankheitsverlauf nur sehr unvollstandig beschreiben. 
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In den letzten Jahren wurde eine grofte Zahl von Molekulen im Hinblick auf ihre 
mdgliche Verwendung als Prognosefaktoren fur das Mammakarzinom untersucht 
(zur Ubersicht: Schmitt et al., 1994; Hoskins and Weber, 1995), z.B. (Proto)On- 
kogene wie c-erbB-2 (Allred et al., 1992, Archer et al., 1995), das Tumorsup- 
pressorgen p53 (Barnes et al., 1993, Lipponen et al., 1993), der Urokinase-Typ- 
Plasminogenaktivator uPA (Jaenicke et al., 1993; Wilhelm et al., 1994), das Ad- 
hasionsmolekul E-Cadherin (Rasbridge et al., 1993; Graff et al., 1995) und das 
Zytoskelettprotein Vimentin (Sommers et al., 1992). Die Vimentinsynthese korre- 
liert mit dem invasiven Wachstum von Mammakarzinom-Zellinien in vitro 
(Thompson et al., 1991) und teilweise mit schnell wachsenden invasiven dukta- 
len Brustkarzinomen mit schlechter Prognose in vivo (Domagala et al., 1990). 
Mogliche Prognosefaktoren bilden weiterhin zytometrisch bestimmte morphome- 
trische und Texturmerkmale sowie DNS-Parameter (Auer et al., 1994). 

Keiner der oben erwahnten Faktoren erlaubt jedoch eine ausreichend zuverlas- 
sige Prognose des weiteren Krankheitsverlaufs nach Mammakarzinomentfer- 
nung. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, das eine aus- 
reichend zuverlassige Prognose des weiteren Krankheitsverlaufs bei Mamma- 
karzinompatienten erlaubt. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch ein in vitro -Verfahren zum Progno- 
stizieren des Krankheitsverlaufes von Patienten mit Mammakarzinom und/oder 
zum Diagnostizieren eines Mammakarzinoms gelost, das das qualitative Oder 
quantitative Bestimmen von T1 -Protein und/oder T1-mRNA in aus dem Patienten 
gewonnenem Probenmaterial umfallt. 

Das T1 -Protein ist ein extrazellulares, losliches Glykoprotein von 60-70 kDa 
(Werenskiold, 1992) mit Homologie zu Mitgliedern der Immunglobulin-Super- 
familie, insbesondere dem karzinomembryonalen Antigen (Klemenz et al., 1989). 
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Das Molekul wurde in einer Analyse friiher Effekte von Onkoproteinen (p21 ras 
und p39 v ' mos ) auf die Genexpression in Fibroblasten identifiziert (Werenskiold et 
al., 1989). In der Maus erfolgt eine Synthese des T1 -Proteins nur in embryonalen 
Geweben, sie ist im adulten Tier nicht nachweisbar (Rofcler et al., 1995 a,b). Die 
Funktion des T1 -Proteins ist noch nicht vollstandig geklart, doch gibt die Isolie- 
rung einer zweiten, membranstandigen Variante des Molekuls (T1-M) Hinweise 
auf eine Funktion als Zytokinrezeptor. Das membranstandige T1-M-Protein weist 
groSe Ahnlichkeit mit dem IL-1-Rezeptor Typ 1 auf, besitzt jedoch keine Affinitat 
zu den Zytokinen IL-1 a und p (Roliler et al M 1995 b; Danescu and Werenskiold, 
1995) Oder IL-1ra (Gayle et al., 1996). T1-M stellt einen neuen Mastzell-spezif- 
ischen Zytokinrezeptor dar (Roftler et al., 1995 b; Thomassen et al., 1995). Die 
Onkogen-induzierbare losliche Variante des T1 -Proteins ist eine verkurzte Form 
dieses Rezeptors und entspricht dessen Liganden-bindender Domane. Rekom- 
binant hergestelltes, losliches T1 aus der Maus (Rupp et al., 1995) blockiert das 
Wachstum von Mastzellen. 

In Mammakarzinomen der Maus ist eine Uberexpression des loslichen T1- 
Proteins bisher ausschlielilich in invasiv wachsenden, schlecht differenzierten 
Tumoren beobachtet worden. Sowohl das Tumorstroma ats auch die anaplasti- 
schen Tumorzellen synthetisieren T1. In situ -Hvbridisierunqen zeigen eine er- 
h6hte Expression von T1 in Tumorzellen an der Peripherie von Tumorzellkom- 
plexen und - moglicherweise von den Tumorzellen induziert - in den unmittelbar 
diesen benachbarten Stromazellen (Roliler et al M 1993). Die Induktion der T1- 
Expression in den Tumorzellen korreliert mit deren phanotypischer Transformati- 
on und wird von einem Verlust der E-Cadherin- und Zytokeratin-Produktion be- 
gleitet. Sie wird von einem AP1-abhangigen Promotor des T1-Gens gesteuert, 
der nur in nicht-hamopoetischen (z.B. fibroblastischen) Zellen aktiv ist 
(Thomassen et al., 1995). Wahrend der phanotypischen Transformation der 
epithelialen Tumorzellen erfolgt die Induktion von T1 deutlich vor derjenigen des 
ebenfalls AP1-abhangigen, mesenchymalen Zytoskelettproteins Vimentin und 
bildet daher einen fruhen Marker fur den Transformationsprozefi. 
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Uberraschenderweise hat sich nunmehr gezeigt, da(X das Auftreten oder Fehlen 
einer T1-Transkription bzw. -Expression eine Aussage uber den zukunftigen 
Krankheitsveriauf erlaubt, insbesondere Hinweise auf die Wahrscheinlichkeit 
des Auflretens eines Rezidivs oder der Entwicklung bzw. des Wachstums von 
Metastases Wie in den Beispielen ausfuhrlich eriautert werden wird, korreliert in 
Patienten mit einem N(0)-Nodalstatus uberraschenderweise ein hoher T1 -Wert 
mit einer guten Prognose, wahrend in Patienten mit N(+)-Nodalstatus ein hoher 
T1 -Protein- bzw. T1-mRNA-Spiegel eine schlechte Prognose bedeutet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das T1 -Protein und/oder die T1- 
mRNA in einer Tumorgewebeprobe des Patienten bestimmt. Dazu werden z.B. 
Gewebeschnitte nach ublichen Verfahren angefertigt und fixiert und anschlie- 
(iend entweder einen Immuntest zum Nachweis vorhandenen T1-Proteines oder 
einer Hybridisierung mit markierten oder markierbaren Oligonukleotiden oder 
DNA-Fragmenten unterworfen. Wahlweise kann aus dem Tumorgewebe nach 
ublichen Verfahren Gesamt-RNA oder Poly(A) + -mRNA isoliert werden, die dann 
z.B. nach gelelektrophoretischer Auftrennung oder nach Fixierung an eine feste 
Matrix wiederum durch Hybridisieren mit einem markierten oder markierbaren 
Oligonukleotid bestimmt werden kann. 

T1 -Protein ist nicht nur im Tumorgewebe selbst nachweisbar, sondern auch in 
verschiedenen Korperflussigkeiten betroffener Patienten. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemafie Verfahren mit einer Biut- oder 
Serumprobe durchgefuhrt. 

Fur die Bestimmung der T1-mRNA stehen eine Reihe von Verfahren zur Verfu- 
gung. Wie oben bereits angedeutet, ist es zum einen moglich, T1-mRNA in situ 
oder in entsprechenden RNA oder mRNA-Praparaten durch Hybridisieren mit 
einer entsprechenden Oligonukleotidsonde oder einem DNA-Fragment nachzu- 
weisen. Die Oligonukleotidsonde bzw. das DNA-Fragment kann selbst ein mefi- 
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bares Signal abgeben, z.B. radioaktiv markiert sein, Oder durch Wechselwirkung 
mit anderen Molekulen zur Signalgebung fahig sein. Zur besseren Auswertung 
der entsprechenden Tests empfiehlt es sich in den meisten Fallen, eine Amplifi- 
kation des Signales herbeizufuhren. Oblicherweise wird dazu die nachzuweisen- 
de Target-Nukleinsaure amplifiziert. 

Fur die Amplifizierung der Target-Sequenz, d.h. der T1-mRNA, mit dem PCR- 
Verfahren (Polymerase-Ketten-Reaktion) wird zunachst nach bekannten Verfah- 
ren eine cDNA-Kopie hergestellt. Diese cDNA-Kopie wird anschliefiend einer 
PGR unterworfen. Die Sequenz des menschlichen T1 -Genes ist bereits teilweise 
bekannt (Tominaga et al., 1992), die Auswahl geeigneter Oligonukleotide zur 
Durchfuhrung der reversen Transkription und des PCR-Verfahrens liegt daher im 
Bereich fachmannischen Konnens. Ein Beispiel eines geeigneten Oligonukleoti- 
des ist das Oligonukleotid mit der Sequenz 5'-CTT TGA TCA CCT GAA CTT 
TCT CTA GCA-3 1 oder ein Fragment davon. Ein weiterer geeigneter Primer ist 
der anti-sense-Primer 5'-AGT TTT CGG TTG TTG GTG CAT TTC-3 1 oder ein 
geeignetes Fragment davon. Bevorzugte Primer entstammen dem 3'-untrans- 
latierten Bereich und/oder dem Bereich der Exons 8 und 9. Primer aus den ge- 
nannten Bereichen haben den Vorteil, dafc sie nur mit der fur das tumorassoziier- 
te T1-S-Protein kodierenden RNA hybridisieren, nicht jedoch mit der durch alter- 
natives Spleissen entstandenen T1-M-mRNA. Einer der spezifischen Primer, 
sense- oder anti-sense-, kann gegebenenfalls durch einen kommerziell erhaltli- 
chen Random-Primer ersetzt werden. Im Stand der Technik sind inzwischen eine 
Reihe weiterer Verfahren bekannt, mit denen Target-Nukleinsauren amplifiziert 
werden konnen. In diesem Zusammenhang wird z.B. verwiesen auf das Q- 
NASBA-Verfahren, bei dem die in der Probe vorliegende mRNA durch die kon- 
zertierte Aktion von reverser Transkriptase, RNAse H und T7-Poiymerase ampli- 
fiziert wird (Kievits et al., 1991). Eine weitere Moglichkeit ist der Nachweis von 
nach reverser Transkription erhaltener DNA durch die sogenannte "Strand Dis- 
placement Amplification" (SDA) (Walker et al., 1996, sowie darin zitierte Litera- 
tur). Dem Fachmann sind noch eine Reihe weiterer Verfahren bekannt, die zum 
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Nachweis oder der Bestimmung der T1-mRNA ebenfalls herangezogen werden 
konnen. 

Die gebildeten Amplifikations-Produkte werden auf dem Fachmann bekannte 
Weise nachgewiesen. So kann z.B. durch den Einbau Digoxigenin-haltiger Nu- 
kleotide und anschlieftende Umsetzung mit enzymkonjugierten anti-Digoxigenin- 
Antikorpern die mit dem PCR-Verfahren synthetisierte DNA sichtbar gemacht 
werden. Mit dem anti-Digoxigenin-Antikorper kann jedes zur Signalgebung fahi- 
ge Enyzm konjugiert werden, z.B. alkalische Phosphatase, saure Phosphatase, 
Peroxidase, p-D-Galaktosidase, Glucoseoxidase und Meerrettichperoxidase. In 
Abhangigkeit vom verwendeten Substrat kann die T1-mRNA quantitativ, z.B. 
durch Messung der Absorption oder der Fluoreszenz loslicher Produkte, oder 
zumindest qualitativ nachgewiesen werden. 

Zum Beispiel eignet sich der von Boehringer Mannheim erhaltliche, mit alkali- 
scher Phosphatase konjugierte anti-Digoxigenin-Antikorper gut zum Bestimmen 
der vorhandenen T1-mRNA. Dem Fachmann ist bekannt, daft es noch weitere 
Moglichkeiten des Nachweises amplifizierter Nukleinsauren, z.B. durch den Ein- 
bau biotinmarkierter Nukleotide und anschlieftende Umsetzung der Produkte mit 
Avidin- oder Streptavidin-konjugierten Enzymen, die eine Signalgebung ermogli- 
chen, gibt. Ein solches Enzym kann schliefclich auch an ein drittes Oligonukleo- 
tid gekoppelt sein, das einem Teilstuck eines Strangs einer der ampiifizierten 
Nukleinsauren komplementar ist. 

Die folgende Tabelle gibt Aufschluli uber ublicherweise verwendete Enzyme und 
in Verbindung mit diesen Enzymen moglicherweise zu verwendende chromoge- 
ne Substrate. 
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TABELLE 1 



Enzyme 


Chromogen 


1. Alkalische Phosphatase und 
saure Phosphatase 


4-Methylumbelliferylphosphat (*), 
Bis(4-Methylumbelliferylphosphat), (*) 3-0- 
Methylfluoreszein, Flavon-3- 
Diphosphattriammoniumsalz (*), p- 
Nitrophenylphosphatdinatriumsalz. 


2. Peroxidase 


Tyraminhydrochlorid (*), 3-(p-Hydroxyphenyi)- 
Propionsaure (*), p-Hydroxyphenethylalkohol (*)', 
2 1 2 , -Azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfonsaure 
(ABTS), ortho-Phenylendiamindihydrochlorid, o- 
Dianisidin, 5-Aminosalicylsaure, p-Ucresol (*), 3,3- 
dimethyloxybenzidin, 3-Methyl-2-benzothia- 
zolinhydrazon, Tetramethylbenzidin 


3. Meerrettichperoxidase 


H 2 0 2 + Diammoniumbenzidin 
K 2 0 2 + Tetramethylbenzidin 


4. p-D-Galaktosidase 


o-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid, 
4-Methylumbelliferyl-p-D-galaktosid 


5. Glukoseoxidase 


ABTS, Glukose und Thiazolylblau 



Anm: (*): fluoreszierendes Produkt 



Der Nachweis der Amplifikations-Produkte kann nach Gelelektrophorese des 
Reaktionsgemisches im Gel erfoigen, er kann aber auch in Losung oder nach 
Bindung an eine feste Matrix erfoigen. Auf dem Markt ist derzeit eine Vielzahl 
von Systemen erhaltlich, die dem Nachweis von amplifizierter DNA dienen und 
auf die Bedurfnisse des Nachweises von T1-mRNA zugeschnitten werden k6n- 
nen. 



Wahrend die oben erwahnten Verfahren die reverse Transkription und/oder 
Amplifikation der nachzuweisenden NukleinsSure, im vorliegenden Fall der T1- 
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mRNA involvieren und dadurch einen Nachweis auch geringster Mengen T1 - 
mRNA ermoglichen, beruhen andere Verfahren auf dem Nachweis der Molekule 
durch Amplifikation des Signals. Ein Beispiel dafur ist bDNA-Verfahren (Pachl et 
al., 1994), bei dem die nachzuweisende Nukleinsaure uber Hybridisierung mit 
einem Oiigonukleotid an eine feste Matrix gekoppelt wird, uber eine weitere Hy- 
bridisierung mit einem zweiten Oiigonukleotid an eine verzweigte DNA, die wie- 
derum mit einer Vieizahl von mit einem signalgebenden Enzym gekoppelten Oli- 
gonukleotiden hybridisiert Durch die Verzweigung der DNA ist das Anheften ei- 
ner grofien Menge signalgebender Enzymeinheiten pro vorhandenem Targetmo- 
lekul moglich. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemafSen Verfahrens wird das 
Probenmaterial einem fur T1 spezifischen Antikorper oder Fragmenten eines 
solchen ausgesetzt. Geeignete Antikorperfragmente sind z.B. Fab- und F(ab) 2 - 
Fragmente. Die Antikorper oder Antikorperfragmente konnen beispielsweise di- 
rekt mit dem Gewebeschnitt inkubiert werden oder aber einem Immuntest ausge- 
setzt werden, bei dem Proteinextrakt z.B. an Mikrotiterplatten fixiert wird, auf ei- 
ner Gelmatrix aufgetrennt oder auf andere Weise dem Antikorper zuganglich 
gemacht und mit diesem in Kontakt gebracht wird. Bei den Antikorpem kann es 
sich urn monoklonale oder polyklonale Antikorper handeln, es konnen z.B. 
Maus-, Kaninchen- oder Ratten-Antikorper sein. Die Antikorper sollten spezifisch 
mit dem T1 -Protein bzw. ausgewahlten Epitopen dieses Proteines reagieren. In 
einer Ausfuhrungsform wird das Verfahren mit Antikorpem durchgefuhrt, die fur 
das p9-Peptid oder das p16-Peptid aus Maus-T1 (Werenskiold, 1992) spezifisch 
sind. Das p9-Peptid stammt aus einem Bereich, der eine vollstandige Immunglo- 
bulin-ahnliche Halbdomane des Proteins uberspannt. Das p16-Peptid entspricht 
dem carboxyterminalen Teil des Proteins und enthalt keine mit dem lgC2-Motiv 
der Immunglobulinsuperfamilie verwandte Sequenz. Die Antikorper konnen ge- 
gen das p9- oder p16-Peptid aus der Maus oder korrespondierenden Peptiden 
anderer Saugetiere gerichtet sein, solange sie mit dem entsprechenden T1- 
Protein menschlicher Herkunft kreuzreagieren. 
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In einer bevorzugten AusfQhrungsform sind die Antikfirper gegen antigene De- 
terminanten des menschlichen, loslichen T1 -Protein gerichtet. Zur Minimierung 
der Gefahr einer Kreuzreaktion mit vollstSndigem Membran-gebundenen Rezep- 
tor empfiehlt es sich, ein Peptid zu wShlen, das im T1-Rezeptor nicht vorhanden 
ist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Antikorper gegen ein Peptid 
gerichtet, das die Sequenz p-SKEC umfaGt. Der fur dieses Peptid kodierende 
Bereich liegt zwischen den Exons 8 und 9 und wird nur fur das Idsliche Protein 
(T1-S), nicht aber fur den Rezeptor (T1-M) exprimiert. 

Erfindungsgemaft wird weiter ein Kit zur Verfugung gestellt, der zum Durchfuh- 
ren des erfindungsgemSften Verfahrens geeignet ist. Der Kit enthalt T1- 
spezifische Antikdrper oder Fragmente davon sowie gegebenenfalls Mittel, den 
Antikorper oder seine Fragmente nachzuweisen. Bei diesen Mitteln kann es sich 
beispielsweise um enzymkonjugierte anti-lg-Antikorper handeln, die spezifisch 
an die jeweils verwendeten anti-T1 -Antikorper binden. Der Nachweis dieser Anti- 
korper kann mit ublichen Methoden, die bereits oben diskutiert worden sind, er- 
folgen. Die dafur erforderlichen Mittel, z.B. Enzymsubstrat, konnen im Kit eben- 
falls zur Verfugung gestellt werden. Der Kit kann weiterhin so aufgebaut sein, 
daft die zum Nachweis geeigneten Antikorper bzw. Antikdrperfragmente an eine 
feste Phase gekoppelt vorliegen. Die feste Phase kann z.B. die Form von Mikro- 
partikeln, z.B. Glas-, Polyacrylamid- oder Sephadexkugeln haben, oder aus Mi- 
krotiterplatten bestehen. Andere M6glichkeiten der Fixierung der Antik6rper an 
eine feste Matrix sind ebenfalls eingeschlossen. 

Bei dem im erfindungsgemaUen Kit vorgesehenen Antikorper bzw. Fragmenten 
davon kann es sich um einen monoklonalen oder polyklonalen Antikorper han- 
deln. Dieser wird auf dem Fachmann bekannte Weise durch Immunisieren mit 
dem jeweils gewunschten Antigen, z.B. dem p9- oder p16-Peptid, hergestellt. 
Ausreichende Mengen dieser Peptide konnen durch rekombinante Expression in 
eukaryontischen Systemen, z.B. im Vaccinia virussystem (Werenskiold, 1992), 
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ocler in prokaryontischen Wirten, z.B. in E. coli . B. subtilis oder Streptomyceten, 
zur Verfugung gestellt werden. In einer weiteren Ausfuhrungsform werden statt 
naturlicher oder rekombinant exprimierter Proteine synthetisch hergestellte Pep- 
tide zum Immunisieren verwendet. Besonders bevorzugt sind dabei Peptide, die 
die Sequenz p-SEKC umfassen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird ein Kit zur Verfugung gestellt, der zum 
Nachweis von T1-spezifischen Nukleinsauren, bevorzugt T1 -spezifischer mRNA 
geeignet ist. Der Kit enthalt mindestens ein Oligonukleotid, das zur T1-mRNA 
komplementar ist, daher mit dieser hybridisieren kann und gegebenenfalls als 
Primer fur die reverse Transkription und/oder die Polymerasekettenreaktion die- 
nen kann. Kits, die letztlich der Durchfuhrung einer PCR dienen sollen, konnen 
weiterhin ein oder mehrere weitere Oligonukleotide enthalten, die dem sense- 
Strang der T1 -mRNA entsprechen und in Kombination mit dem ersten Oligonu- 
kleotid die Amplifikation der T1 -mRNA erlauben. 

Ein erfindungsgemalier Kit zum Nachweis der T1-mRNA kann daruber hinaus 
die zur reversen Transkription und/oder zur Amplifikation notwendigen Enzyme, 
z.B. reverse Transkriptase, DNA-Polymerase, RNAse H, T7-Polymerase 
und/oder Mittel zum Nachweis der amplifizierten Produkte enthalten. Die Amplifi- 
kations-Produkte konnen beispielsweise durch eingebaute modifizierte Nukleoti- 
de nachgewiesen werden, z.B. digoxigenierte oder biotinylierte Nukleotide, oder 
aber durch Hybridisierung eines markierten oder markierbaren Oligonukleotids, 
das zur T1 -mRNA oder ihrem komplementaren Strang komplementar ist, nach- 
gewiesen werden. Eine weitere Moglichkeit des Nachweises liegt in der Verwen- 
dung modifizierter Primer, die beispielsweise an ihrem 5 ! -Ende mit einem Anti- 
gen verbunden sind, das von einem enzymgebundenen Antikorper erkannt wird. 
In der Literatur finden sich ungezahlte Beispiele solcher Nachweisverfahren, die 
dem Fachmann vertraut sind und die Ausgestaltung des Kits im einzelnen be- 
stimmen. 
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Wie bereits erwahnt, ist die Nukleotidsequenz des T1 -Genes und damit der ko- 
dierenden Bereiche der T1-mRNA bekannt. In Kenntnis der Sequenz kann der 
Fachmann ohne weiteres geeignete Primer aussuchen. Bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen sehen die Verwendung eines Oligonukleotids mit der Sequenz 5*- 
CTT TGA TCA CCT GAA CTT TCT CTA GCA-3' als erstem Oligonukleotid und 
die eines Oligonukleotids mit der Sequenz 5-AGT TTT CGG TTG TTG GTG 
CAT TTC-3' als weiterem Oligonukleotid vor. In bevorzugten Ausfuhrungsformen 
ist mindestens eines der Oligonukleotide an seinem 5'-Ende mit einem Antigen 
oder einem zur Signalgebung fahigen Enzym konjugiert. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung von T1-spezifischen Antikorpern 
oder Fragmenten solcher Antikdrper zum Nachweisen der Gegenwart von T1- 
Protein in Gewebeproben, Blut- oder Serumproben eines Patienten mit Mamma- 
karzinom. Der Nachweis des T1-Proteines kann mit dem erfindungsgemSlSen 
Verfahren erfolgen. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von T1- 
spezifischen Oligonukleotiden zum Nachweisen von T1-mRNA in Probenmaterial 
aus Patienten mit Mammakarzinom. Bei dem verwendeten Oligonukleotid kann 
es sich urn sense- oder anti-sense-Oligonukleotide handeln. 

Die Abbildungen und die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beschreibuna der Abbildunaen 

Abbildung 1: Nachweis humanerT1-mRNA-Spezies in kultivierten Zellen und in 
Primargewebe. Gesamt-RNA (10ug, Spuren 1, 3, 5) oder Poly(A) + -RNA (1 ug, 
Spuren 2, 4) aus etablierten Keratinozyten der Haut (Ha-Cat, Spuren 1 , 2) und 
Mastzellen (HMC-1 , Spuren 3, 4) sowie aus reifer Plazenta (5) wurden mit einem 
1 %igen Agarosegel fraktioniert, auf eine Nylonmembran transferiert und mit T1 - 
spezifischen Proben hybridisiert. 
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A: Hybridisierungsprobe aus dem ORF (Positioner! 45-602 der cDNA-Sequenz 
nach Tominaga, 1 992); detektiert werden 3 mRNA-Spezies mit GrflBen von 5 kb, 
2,7kbund2kb. 

B: Hybridisierungsprobe aus dem 3'-untranslatierten Bereich (Position 990-1310 
der cDNA-Sequenz nach Tominaga, 1992); detektiert spezifisch die 2,7 kb-T1- 
mRNA (sowie unspezifisch 28 S rRNA in Gesamt-RNA-Proben). Die Position der 
ribosomalen RNA (28 S und 18 S) ist links angegeben. 

C: Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis der 2,7 kb-T1-mRNA. T1 -positive 
Gesamt-RNA aus Planzenta wurde in T1-negativer Gesamt-RNA der Zellinie 
U20S seriell verdunnt und die RNA-Gemische wurden revers transkribiert. Al- 
quots der cDNA, die jeweils 25 ng RNA-Gemisch/Test entsprechen, wurden mit- 
tels PCR anaiysiert (siehe Material und Methoden: 25 ng fur T1-PCR, 1 ul dar- 
aus fur Aktin-PCR). Die Menge von Plazenta-RNA (in ng) pro 25 ng Gesamt- 
RNA ist uber den Spuren angegeben. (Null: Reaktion nur mit T1-negativer RNA; 
Minus: Negativkontrolle, d.h. PCR ohne cDNA-Matrize). Je 10 pi der Reaktions- 
produkte wurden in einem 2% TBE (Trisborat/EDTA-Puffer) Gel aufgetrennt und 
mit Ethidiumbromid angefarbt. 

Abbildung 2: Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis von 2,7 kb T1-mRNA in 
Gesamt-RNA aus Mammakarzinomen. Durchfuhrung siehe Material und Metho- 
den. Es wurden je 10 pi der Reaktionsprodukte auf Agarosegelen aufgetrennt 
und Ethidiumbromid angefarbt. 

Quantitative Auswertung: Densitometrische Bestimmung der Etidiumbromidin- 
tensitat der spezifischen Amplifikate der Aktin- und T1-mRNA. Die beobachtete 
T1-mRNA-Expression wurde wie folgt bewertet: 



Signalstarke T1: Aktin < 0,1: 
Signalstarke T1: Aktin = 0,1 bis 1: 
Signalstarke T1 : Aktin > 1 : 



T1-negativ, Klasse I 
T1-positiv, Klasse II 
T1-positiv, Klasse III 
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Abbildung 3: Metastasierung in Nodal-negativen Patientinnen. Die Wahrschein- 
lichkeit fur ein rezidivfreies Uberleben wurde fur das Kollektiv von 16 Nodal-ne- 
gativen Patientinnen aus Beispiel 4 ermittelt. Aufgetragen ist die Anzah! uberle- 
bender Patientinnen in Abhangigkeit von der Zeit und unterteilt nach Patientin- 
nen, deren Mammakarzinom-Zellen T1-negativ (n = 8, 0 Rezidive) bzw. T1-posi- 
tiv (n = 8, 5 Rezidive) waren. 

Abbildung 4: Nachweis von T1 -Protein in Mammakarzinomen. Die Immunfarbung 
wurde wie in Beispiel 5 angegeben durchgefuhrt. 

A) Duktales Karzinom; B) Duktolobulares Karzinom. 

T1-spezifische Signale (dunkle Farbung) konnen nur in Tumorzellen, nicht aber 
in umgebenden Stroma beobachtet werden. 

Abbildung 5: Prognostische Bedeutung des T1-S-RNA-Spiegels fur den Krank- 
heitsverlauf von Patientinnen mit Nodal-negativem Mammakarzinom. DerT1- 
RNA-Spiegel wurde fur ein Kollektiv von 55 Fallen ermittelt (Beispiele 6, 10). 
Aufgetragen ist die Wahrscheinlichkeit fur ein rezidivfreies Uberleben in einem 
Nachbeobachtungszeitraum von 5 Jahren. Der Kranheitsverlauf von Patientin- 
nen, deren Mammakarzinom einen niedrigen T1-RNA-Spiegel (n = 21, 7 Rezidi- 
ve) bzw. einen hohen T1-RNA-Spiegel (n = 34, 3 Rezidive) zeigte, wurde ge- 
trennt aufgetragen. 

Beispiele 

Material und Methoden 

1 . RNA-Praparation 

1.1 Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenem Tumorgewebe 
wurde das Gewebe zunachst unter flussigem Stickstoff in einem RNAse- 
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freien Morser pulverisiert. Zu je 100 mg pulverisierten Gemisches wurde 1 
ml Gua SCN-L6sung (4 M Guanidiniumisothiocyanat, 25 mM Natriumcitrat 
pH 7,0, 0,5 % Natriumlauroylsarcosinat, 0,1 M p-Mercaptoethanpl) pipet- 
tiert. Die Suspension wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefali (ERG) uber- 
fuhrt. Zu dieser Suspension wurden nacheinander 90 ul 2 M NaAcetat pH 
4,0 (1/10 Vol.), 900 pi walSriges Phenol und 180 ul Chloroform/lsoamyl- 
alkohol (49:1; v:v) zupipettiert, wobei nach jedem Schritt sorgfaltig gemischt 
wurde. Anschliefiend wurde 15 min auf Eis und 10 min bei RT inkubiert und 
danach 10 min mit 10000 x g zentrifugiert. 

Die wafirige Phase wurde vorsichtig abgehoben und in ein neues ERG 
transferiert. Die RNA wurde mit 900 ul Isopropanol (1 Vol.) bei -20°C gefallt 
(> 1 Std.). 

Reiniqung: 

Sobald die RNA gefallt vorlag, wurde auf RNAse-freies Arbeiten geachtet 
(RNA-L6sung wurde stets auf Eis gekuhlt, es wurde nur frisch autoklavier- 
tes Wasser verwendet; das Tragen von Handschuhen war obligatorisch). 

Zur Reinigung der RNA wurde eine zusatzliche Ethanolfallung durchge- 
fuhrt: Die Isopropanol-gefallte RNA wurde abzentrifugiert (4°C; 10000 g; 10 
min) und mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 300 pi 
H 2 Obidest vollstandig gelost und danach mit 1/10 Vol. Na-Acetat (s.o.) und 
900 ul (3 Vol.) eiskaltem Ethanol (a bsoiut) versetzt. Die RNA wurde erneut bei - 
20°C uber Nacht gefallt. Nach Zentrifugation bei 4°C (20 min; 10000 x g) 
wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20-50 ul 
H 2 Obidest aufgenommen. Die RNA wurde entweder bei -70°C oder in Et- 
hanol bei -20°C aufbewahrt. 

1 .2 Poly(A) + -RNA wurde unter Verwendung von Poly(A)-Quicksaulen (Strata- 
gene, Heidelberg, DE) angereichert oder durch Chromatographie auf Oli- 
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go(dT)-Zellulose isoliert, wie beschrieben in Maniatis, T., et al., 1982, Mo- 
lecular Cloning: A Laboratory Manual ; Cold Spring Harbor, N.Y. 

2. Northern Blots 

Zum Durchfuhren von Northern Blots wurden zunachst 5 ug RNA glyoxyliert 
und auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, (McMaster et al., 1977). Die 
Gele wurden vor dem Transfer auf Biodyne-Membranen (Pall Ultrafine Filtra- 
tion Co., Glen Cove N.Y.) mit Akridinorange gefarbt. Die RNA wurde an- 
schlieliend durch einstundiges Backen bei 80°C an der Membran fixiert. 

RNA-Blots wurden mindestens 3 Stunden in Hybrid isierungspuffer (50% 
Formamid, 10 mM Tris-Hydrochlorid pH 7,5, 2 x SSC (20 x SSC: 3 M NaCI + 
0,3 M Natriumcitrat), 5 x Denhardt's Losung (50 x Denhardt's Losung: 1 % Fi- 
coll, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% Rinderserumalbumin), 1% Natriumdodecyl- 
sulfat und 0,1 mg denaturierte DNA pro ml) vorinkubiert. AnschlieBend wur- 
den sie in frischem Puffer, enthaltend 0,5 x 10 6 bis 2 x 10 6 cpm radiomarkier- 
ter Sonde pro ml 15 Stunden bis 3 Tage bei 45°C in einem rollenden Ofen 
(Bachhofer) hybridisiert. Die Filter wurden grundlich in 0,1 x SSC, 0,1% SDS 
bei 65°C gewaschen und autoradiographiert. 

3. PCR-Reaktion 

3.1 Qualitative PCR 

Fur die Durchfuhrung der PCR-Reaktion wurde 1 ug Gesamt-RNA 5 Minuten 
bei 95°C denaturiert, in 20 ul RT-PCR-Puffer (50 mM KCI, 20 mM Tris, 2,5 
mM MgCI 2 , 0,1 mg/ml Rinderserumalbumin, jeweils 1 mM dATP, dCTP, 
dGTP und TTP pH 8,4, 0,5 Einheiten RNasin, 0,09 OD 2 6o-Einheiten Random- 
Primer (BRL, Eggenstein, DE) aufgenommen und mit 200 Einheiten Molo- 
ney-Maus-Leukamievirus (MMLV) Reverser Transkriptase (BRL) versetzt. 
Die Reaktionsansatze wurden 10 Minuten bei 20°C und anschlieliend 45 Mi- 
nuten bei 42°C inkubiert und die Reaktion dann durch 5 Minuten Erwarmen 
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auf 95°C beendet. Fur die Amplifikation wurden die cyclischen Reaktionen in 
einem Thermalcycler (TC1, Perkin Elmer, Uberlingen, DE) durchgefuhrt. Je- 
der Zyklus bestand aus 1 Minute Denaturieren bei 94 0 C, 1 Minute Hybridisie- 
ren bei 55°C und 3 Minuten Polymerisation bei 72°C. Es wurden 30 Amplifi- 
kationszyklen durchgefuhrt. Im letzten Zyklus wurde die Polymerisation urn 
10 Minuten verlangert. 

In jedem Amplifikationstest wurde ein 10 pi Aliquot des Reversen-Trans- 
kriptionscocktails verwendet. Die Aliquots wurden in einem Gesamtvolumen 
von 50 pi in RT-PCR-Puffer inkubiert, der 10 pmol jedes der beiden spezifi- 
schen Primer, und 1 Einheit DNA-Polymerase (AmpliTaqu, Perkin Elmer) 
enthielt. Nach Vervollstandigung der Reaktion wurden die Proben mit Chloro- 
form extrahiert und die Reaktionsprodukte nach Auftrennung der Aliquots der 
Reaktion auf 2%igen Agarosegelen beobachtet. 

3.2 Semiquantitative PCR (fur Beispiele 1 und 2) 

Fur die semiquantitative PCR-Analyse werden parallele Ansatze mit ver- 
schiedenen cDNA-Verdunnungen (entsprechend 500 ng/125 ng/31 ng Ge- 
samt-RNA) fur die T1-PCR-Reaktion (50 pi) eingesetzt. Aus dem fertig pipet- 
tierten, aber noch nicht amplifizierten Reaktionsgemisch werden 2 pi ent- 
nommen und in einem separaten 50 pi Ansatz zusammen mit 10 pm Aktin- 
primer unter den gleichen Bedingungen, wie fiir die qualitative PCR be- 
schrieben, amplifiziert. Die fur die Amplifikationsreaktion verwendeten Primer 
flankierten ein 322 bp-Fragment des T1-S3'NTR (T13'seq und T13'rev) Oder 
ein 650 bp-Fragment der fur humanes Aktin kodierenden Sequenz (Acseq 
und Acrev). Die Primer hatten die folgenden Sequenzen: 

T13'seq: CTTTG ATC AC CTG AACTTTCTCTAG C A 
T13*rev: AGTTTTCGGTTGGTGCATTTC 
Acseq: G GTC AC C C AC ACTGTG C C C ATCT A 
Acrev: GCATTGCGGTGGACGATGGAGGG 
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Fur die Auswertung werden gleiche Mengen der amplifizierten T1-Ans3tze 
und der Aktinreaktionen auf 2 %igen Agarosegelen elektrophoretisiert. Das 
Verhaltnis der Bandenstarken der T1- bzw. Aktin-spezifischen Banden wird 
densitometrisch bestimmt. 

3.3 Semiquantitative RT-PCR (fur Beispiel 6) 

Die reverse Transkription und die PCR-Analyse wurden im wesentlichen durch- 
gefuhrt, wie in 3.2 beschrieben, jedoch wurde ein PTC100 Thermocycler 
(Biozym, Oberldorf, FRG) verwendet. Die Ansatze wurden 30 Amplifikationszy- 
klen unterworfen, wobei jeder Zyklus 30 Sekunden bei 92°C, 1 Minute bei 55°C 
und 1 Minute bei 72°C umfafcte. 

Es wurden die in 3.2 beschriebenen Primer verwendet. Fur die semiquantitative 
Analyse wurden reverse Transkripte von 25 bis 250 ng RNA als Matrize fur die 
PCR-Amplifikation von T1-S in einem Endvolumen von 25 ul verwendet. 1 ul der 
vollstandig zusammenpipettierten T1-PCR-Ansatze diente als Matrize fur die 
Amplifikation von Aktin in einem separaten Rdhrchen in einem Endvolumen von 
25 pi. Die entsprechende T1-S- und aktinspezifische PCR-Reaktionen wurden 
gleichzeitig amplifiziert. 10 ul der Reaktionsprodukte wurden gemischt und in 
1,5%igen Agarosegelen (70 min, 4 V-CM) aufgetrennt. Die Gele wurden mit 
Ethidiumbromid angefarbt und die Ethidiumbromidfluoreszenz unter Verwendung 
eines Gelprint 2000 i Videodokumentationssystems (MWG Biotech, Ebersberg, 
FRG) aufgezeichnet. Die Signalintensitat wurde unter Verwendung der integrier- 
ten 1 D Scan Software quantifiziert. Die T1-S-mRNA-Expressionsspiegel wurden 
nach Normalisierung der T1 -S-spezifischen Signale anhand der aktinspezifi- 
schen Signale der entsprechenden PCR-Reaktion berechnet. Proben ohne Zu- 
satz einer RNA-Matrize in alien reversen Transkriptionsreaktionen und PCR An- 
satzen wurden als negative Kontrolle eingesetzt. Plazenta-RNA wurde als ein 
externer Standard fur die reverse Transkription und PCR-Amplifikation verwen- 
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det undfuhrte zu einem T1-RNA-Spiegel von 1,8 + 0,1. Injedem PCR-Laufwur- 
den Verdunnungsreihen der cDNA analysiert. Die aus verschiedenen Verdun- 
nungen berechneten T1 -Spiegel unterschieden sich normalerweise urn weniger 
als 10%. Die mittleren T1 -Spiegel fQr die individuellen Tumor-RNA-Proben wur- 
den aus mindestens 2 unabhangigen PCR-Laufen (mit mindestens 2 Verdun- 
nungen der cDNA) fur jede der beiden unabhangigen reversen Transkriptionsre- 
aktionen berechnet. Die quantitative Aufldsung des Verfahrens wird hier in ei- 
nem Verdunnungsexperiment demonstriert: T1 -positive Plazenta-RNA wurde in 
einer Verdunnungsreihe im Verhaltnis von 1 :3 mit T1-negativen RNA aus BeWo- 
Chorionkarzinomzellen verdunnt. 25 ng jeder RNA-Mischung wurden als Matrize 
fur RT-PCR verwendet. Die Ansatze, die eine abnehmende Menge von Plazenta- 
RNA enthielten (25 bis 0,8 ng), fuhrten zu abnehmenden Mengen des T1- 
spezifischen Amplifikationsproduktes in Gegenwart einer konstanten Menge ak- 
tinspezifischer Produkte in alien Reaktionen. Das Auftragen des T1-mRNA- 
Spiegels gegen die Menge T1-positiver Plazenta-RNA-Matrize in jeder Reaktion 
zeigt eine lineare Korrelation uber einen Bereich von 0,8 bis 8,3 ng Matrize. In 
Gegenwart von 25 ng Plazenta-RNA im RT-PCR-Test uberstieg die T1-Amplifi- 
kation den linearen Bereich des Testes. 

4. In situ-Hvbridisierung 

4.1 Immunhistochemische Methode fur Beispiel 2 



Gefrierschnitte gefrorenen Tumorgewebes von 7 bis 9 |jm Dicke wurden bei - 
20°C geschnitten, auf Silan-beschichtete Objekttrager ubertragen und in 4% 
Paraformaldehyd (PAF) in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) (137 
mM NaCI, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat, 1,4 mM Kali- 
umdihydrogenphosphat, pH 7,3) 30 Minuten fixiert. Fixierte Schnitte wurden 
bei 43°C getrocknet. Vor der Hybridisierung wurden die Schnitte 5 Minuten 
bei Raumtemperatur in PBS rehydriert, mit Proteinase K (2 pg/ml in 100 mM 
Tris, 5 mM EDTA, pH 8) 5 bis 10 Minuten bei 37°C behandelt und 5 Minuten 
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in 4% PAF in PBS bei Raumtemperatur refixiert. Anschlieftend wurden die 
Proben 3x3 Minuten in PBS gewaschen und 10 Minuten unter tropfenwei- 
sem Zusatz von 0,25% Essigsaureanhydrid in 100 mM Triathanolamin inku- 
biert. Die Schnitte wurden mindestens 1 Stunde bei 37°C in 50% Formamid, 
2 x SSC (0,3 M NaCI, 30 mM Natriumcitrat, pH 7) vorhybridisiert. Anschlie- 
Bend wurden jedem Gefrierschnitt 20 ul Hybridisierungspuffer (50% Forma- 
mid, 2 x SSC, 10% Dextransulfat, 0,1% SDS, 250 ug/ml denaturierte Lachs- 
sperma-DNA, pH 7), enthaltend 1 x 10 s cpm 35 S-markierte RNA-Sonde, zuge- 
fugt und die Hybridisierung 16 bis 18 Stunden bei 42°C in einer feuchten 
Kammer durchgefuhrt. Die Schnitte wurden 3 x fur 20 Minuten in 4 x SSC bei 
42°C gewaschen, mit RNAse A (20 ug/ml in 0,5 M NaCI, 10 mM Tris, 5 mM 
EDTA, pH 8) 30 Minuten bei 37 8 C behandelt, 1 x mit 2 x SSC und 1 x mit 1 x 
SSC 30 Minuten bei 42°C gewaschen, in Ethanol dehydriert und luftgetrock- 
net. Die trockenen Objekttrager wurden in Kodak NTB-2 Fotoemulsion 
(Tecnomara, Femwald) getaucht, 1 bis 3 Wochen exponiert, dann entwickelt 
(Kodak D19) und fixiert (Unifix, Kodak). SchlielSlich wurden die Schnitte mit 
Hematoxylin und Eosin gefarbt, dehydriert, in Eukitt (Kindler, Freiburg, DE) 
eingebettet und unter Verwendung eines Zeiss Axioskops mit Hell- und Dun- 
kelfeldeinrichtung angesehen. 

4.2 Immunhistochemische Methode fur Beispiele 7 und 8 

Das polyklonale Serum, das gegen ein synthetisches Peptid erzeugt worden 
ist, das der C-terminalen Sequenz von Maus-T1-S entspricht, ist bereits be- 
schrieben worden (Rossler, 1995b). Gereinigtes IgG wurde bei einer Kon- 
zentration von 7 ug/ml verwendet. Der monoklonale Antikorper M144 wurde 
in Ratten gegen rekombinates humanes T1-S-Fc aus COS-Zellen erzeugt, 
die Arbeitskonzentration betrug 16 ug/ml. Die immunhistochemischen Unter- 
suchungen wurden an formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Schnitten 
unter Verwendung des ABC-Vektorperoxidase-Farbungskits (Camon, Wies- 
baden, FRG) durchgefuhrt. Die Spezifitat der T1-Farbung wurde durch Pra- 
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adsorption mit einem 25-fachen molaren UberschulJ gereinigten Antigens vor 
der ImmunfSrbung unter Verwendung von irrelevanten KontrollantikSrpern 
bestatigt. in diesen Reaktionen wurden keine Signale erhalten. AuBerdem 
reagierten beide T1-spezifischen Antiseren mit T1 -mRNA-positiven, aber 
nicht mit T1-mRNA-negativen kultivierten Zellen unter den Versuchsbedin- 
gungen, die fur die AnfSrbung der Tumorschnitte verwendet worden sind. 

Die immunhistochemische T1-Reaktivitat wurde mittels einer Modifikation 
des in Remmele und Stegler, 1987, beschriebenen Verfahrens unter Ver- 
wendung von zwei Multiplikatoren bestimmt: Die T1 -Farbungsintensitat wur- 
de als nicht vorhanden (0), niedrig (1), mittel (2) Oder hoch (3) klassifiziert. 
Die Klassifizierung des Prozentsatzes T1-reaktiver Tumorzellen wurde mit 
den folgenden Cut-off-Grenzen durchgefuhrt: > 80% (4), > 50% (3), > 20% 
(2), < 20% (1 ), 0% (0). Der T1 -Proteinspiegel wurde als Produkt beider Va- 
riablen erhalten und uberspannte einen Bereich von 0 bis 12. 

5. Statistische Methoden 

Univariate Analysen wurden mittels Fisher's TVTest bzw. Chi-Quadrat-Test 
durchgefuhrt. 

Beispiel 1 

Expression von T1-mRNA in Humanzellen und -qewebe 

Die T1 -mRNA-Expression wurde in Gesamt-RNA und Poly(A)*-angereicherter 
RNA analysiert, die aus kontinuierlichen Keratinozyten (Ha-Cat) und reifer Pla- 
zenta isoliert worden waren. Die Northern Blot-Hybridisierung mit Sonden, die 
den 5'-Teil des offenen Leserasters der T1-cDNA enthalten, zeigte 3 Transkripte 
von 2 kb, 2,7 kb und 5 kb (Abbildung 1A). Die Grblie der letztgenannten 2 
Transkripte stimmt gut mit Ergebnissen uberein, die in Mausezellen erhalten 
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worden sind, in denen eine T1-mRNA von 5 kb den Transmembranrezeptor T1- 
M und eine T1-mRNA von 2,7 kb das tumorassoziierte losliche T1 -Protein ko- 
diert. Die Hybridisierung mit einem Fragment des 3'-nicht-translatierten Berei- 
ches (Positionen 45-602 der cDNA-Sequenz nach Tominaga, 1 992) der huma- 
nen T1 -cDNA bestatigte die Identitat der humanen 2,7 kb mRNA mit der das 
ausgeschiedene T1 -Protein kodierenden Spezies (Abbildung 1B). 

Fur einen empfindlicheren Nachweis von T1-mRNA in Tumoren wurde ein semi- 
quantitativer RT-PCR-Test etabliert. Fur die ausgeschiedene tumorassoziierte 
T1-Variante spezifische PCR-Primer wurden so ausgewahlt, daft sie zur Erzeu- 
gung eines 322 bp-Fragmentes im 3'-nicht-translatierten Bereich fuhrten. Als 
interne Kontrolle wurden Aktinsequenzen koamplifiziert. Nach RT-PCR von RNA- 
Praparationen, die sich in Northern-Blot-Hybridisierungen als positiv erwiesen 
hatten, wurden Amplifikationsprodukte der erwarteten GrolSe erhalten. Die 
quantitative Auflosung des Verfahren wurde in einem Verdunnungsexperiment 
demonstriert. Es wurde eine Verdunnungsreihe von T1-positiver Plazenta-RNA 
in T1-negativer RNA gleicher Konzentration angelegt und mittel RT-PCR analy- 
siert. Wie in Abbildung 1 C gezeigt ist, wurde eine lineare Abnahme des T1- 
spezifischen Amplifikationsproduktes in Reaktionen beobachtet, die 25 bis 1,5 
ng Plazenta-RNA enthielten. Aufgrund der Gegenwart ansteigender Mengen T1 - 
negativer RNA in diesem Test wurden konstante Mengen Aktin-spezifischer Pro- 
dukte in alien Reaktionen erhalten. 

Beispiei 2 

T1-mRNA-Expression in Mammakarzinomen 

Es wurde die Gesamt-RNA aus frisch eingefrorenem Gewebe von 41 Patienten 
mit invasivem Mammakarzinom und 6 Patienten mit Mastopathie isoliert; als 
positives Kontrollgewebe wurde Plazenta verwendet. Die Expression der 2,7 kb 
T1 -mRNA wurde mittels des oben beschriebenen semiquantitativen RT-PCR 
untersucht. 
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Fur die quantitative Bewertung der T1 -Expression wurden die coamplifizierten 
Aktinsequenzen aus der gleichen Probe als interner Standard verwendet (siehe 
Abb. 2). 

In alien 6 Proben von Mastopathiepatienten wurde keine T1-mRNA Oder nur ver- 
nachlSssigbar geringe Mengen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu zeigten die 
T1-mRNA-Spiegel in aus Tumorgewebe gewonnener RNA eine hohe Variability. 
Die quantitative Auswertung erfolgte densitometrisch (siehe Legende zu Abb. 2). 
Fur die weitere Analyse wurde ein Klassifikationsschema mit 3 Kategorien ver- 
wendet. Die T1 -mRNA-Spiegel wurden wie folgt bewertet: 

(I) : T1 -negativ: T1 -Amplifikationsprodukt nicht nachweisbar oder nur sehr 

schwach sichtbar (T1 : Aktin < 0, 1 ); 

(II) : T1-positiv: mittlere T1-mRNA-Werte, eindeutig nachweisbar, aber 

schwacher als das Aktinsignal (T1: Aktin = 0,1 bis 1); 

(III) : T1-positiv: hohe T1-mRNA-Werte, Signal gleich stark oder starker als 

das Aktinsignal (T1 : Aktin > 1 ). 

Beispiele fur das Bewertungsmuster sind in Abbildung 2 gezeigt. Bei Anwendung 
dieses Schemas umfalite die Klasse I alle 6 Mastopathie-Proben und 34% der 
Tumore (N = 13). 49% der Tumore (N = 21 ) wurden als II bewertet und 17% der 
Tumore (N = 7) zeigten hohe T1 -mRNA-Spiegel (III) (siehe Tabelle 2). 
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Beispiel 3 

Korrelation der T1 -Expression mit bekannten Proanosekriterien 
3.1 T1 -Expression und histoloaischer Tvd 

Bei den 40 untersuchten Karzinomen handelte es sich urn 12 lobulare Karzino- 
me, 7 duktolobulare und 21 duktale Karzinome. Bei diesen Tumoren wurde fol- 
gende T1 -Expression festgestellt: 



TABELLE 2 



histologischer Typ 


T1-mRNA-Spiegel 


I 


II 


III 


lobular (12) 


5 (42%) 


5 (42%) 


2 (16%) 


duktolobular (7) 


1 (14%) 


6 (86%) 




duktal (21) 


6 (28%) 


10(48%) 


5 (24%) 



3.2 T1 -Expression und Tumoraradina 



Die T1 -Expression zeigte keine Korrelation mit dem Tumorgrading. 

3,3 T1 -Expression und Tumorqrofte 

T1 -Expression und TumorgrolSe korrelierten wie folgt: 



TABELLE 3 



Tumorgrolie 


T1-mRNA-Spiegel 


I 


II 


III 


pT1 (15) 


9 (60%) 


5 (33%) 


1 (7%) 


pT2(17) 


2(12%) 


10(59%) 


5 (29%) 


pT3/pT4 (9) 


3 (33%) 


5 (56%) 


1 (11%) 
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3.4 T1 -Expression und Nodalstatus 

Zwischen T1 -Expression und Nodalstatus wurden folgende Zusammenhange 
beobachtet: 

TABELLE 4 



Nodalstatus 


T1-mRNA-Spiege! 




I 


II 


III 


Nodal-negativ (22) 


9(41%) 


10(45%) 


3(14%) 


Nodal-positiv (16) 


5(31%) 


9 (56%) 


2 (13%) 



Beispiel 4 



Proqnostische Siqnifikanz der T1-mRNA-Expression 

4.1 Proonostische Siqnifikanz fur alle Patienten 

Von 32 beobachteten Patienten uberlebten den Beobachtungszeitraum von 47 
Monaten 24 Patienten (75%). innerhalb dieses Zeitraums traten Karzinome in 16 
der beobachteten Patienten wieder auf (50%). Bei einer univariaten Analyse aller 
Patienten erlaubte die T1-Messung keine Vorhersage uber Rezidiv Oder Uberle- 
ben. Die klassischen Prognosefaktoren Lymphknotenstatus und Tumorgrofie 
waren dagegen von hohem prognostischem Wert. 

4.2 Proqnostische Siqnifikanz der T1-mRNA-Expression in axilliar Nodal- 
neqativeri Patienten 

Die Nodal-negative Gruppe umfalite 18 Patienten, von denen 7 (39%) ein erneu- 
tes Karzinom entwickelten. In der Nodal-negativen Patientengruppe war der 
Grad der T1 -Expression ein starker prognostischer Indikator fur ein Wiederauf- 
treten der Erkrankung, vergletchbar dem bekannten Ki67-Marker, wahrend sich 



.WO 98/43090 PCT/EP98/01627 

25 



die TumorgroRe als prognostisch wertlos envies. Keiner der 8 Nodal-negativen, 
T1-positiven Patienten entwickelte w§hrend des Beobachtungszeitraums eine 
erneut auftretende Erkrankung. In 2 zusatzlichen Patienten dieser Gruppe wur- 
den bereits zum Zeitpunkt der Operation Knochenmetastasen diagnostiziert} 
beide uberlebten wShrend des Beobachtungszeitraums. Im Gegensatz dazu 
entwickelten 5 von 8 Nodal-negativen, T1-negativen Patienten (62,5%) ein er- 
neutes Karzinom und 2 (25%) starben innerhalb des Beobachtungszeitraums 
(siehe Abbildung 3). 

4.3 Proanostische Siqnifikanz der T1-mRNA-Expression in axilliar Nodal- 
positiven Patienten 

Die Nodal-positive Patientengruppe umfafite 14 Patienten, von denen 9 ein Kar- 
zinomrezidiv entwickelten. Von diesen waren nur 4 T1-negativ. In einem Patien- 
ten wurden zum Zeitpunkt der Operation Metastasen diagnostiziert. Die 3 Nodal- 
negativen Patienten ohne Metastasen blieben karzinomfrei. Von den 10 Nodal- 
positiven, T1-positiven Patienten entwickelten 8 (80%) ein erneutes Karzinom 
und 6 (60%) verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums. 

Beispiel 5 

Immunhistochemische Analyse von Mammakarzinomproben 

5 urn dicke Gewebeschnitte von Formal in-fixierten, in Paraffin eingebettetem 
Gewebe wurden deparaffiniert und mit einem polyklonalen Antiserum gegen die 
carboxyterminale Sequenz von T1-S (Rossler, 1995a) inkubiert (8,5 ug IgG/ml). 
Die T1-spezifische Immunreaktion wurde mittels eines sekundaren biotinylierten 
anti-Kaninchen-Antik6rpers, eines Avidinperoxidasekomplexes und Diamino- 
benzidinfarbung nachgewiesen (Immunostaining Kit: Vectastain Elite ABC Kit, 
Vector Laboratories via SERVA, Heidelberg, FRG). T1-spezifische FSrbung: 
braun, Gegenfarbung mit Hematoxylin: blau. Die Analyse belegt die Anwesenheit 
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von T1 -Protein in den Tumorzellen, nicht aber im umgebenclen Stroma (Abbil- 
dung 4). Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse entsprechen daher 
denen der insity-Hybridisierung mit T1-spezifischen Sonden. 

Beispiel 6 

T1 -S-mRNA-Spieael und Progression des Krankheitsverlaufs von axilliar Nodal- 
neqativen Patienten 

In einer spateren Studie wurde der Spiegel tumorassoziierter T1-S-mRNA in 
Gewebe von 55 Patienten mit primarem invasivem Nodal-negativen Brustkrebs 
und 6 Fallen von FCD (fibrozystische Dysplasie ohne Atypien; eine benigne, fi- 
brotische Veranderung der Brust) anaiysiert. Alle Patienten wurden zwischen 
1989 und 1993 im Krankenhaus der technischen Universitat Munchen mastek- 
tomiert und fur die Untersuchung ausgewahlt, weil von ihnen frisch eingefrorenes 
Gewebe und klinikopathologische Daten zur Verfugung standen. Die klinischen 
Daten der Patienten sind in der folgenden Tabelle 5 zusammengefaSt. 

TABELLE 5 

Klinische Daten des Patientenkollektivs: 



Parameter 


Definition 


N = 


T1 -RNA-Spiegel 








niedrig 


hoch 






(55) 


(21) 


(34) 


TumorgroBe 


< 3 cm 


33 


13 


20 




> 3 cm 


22 


8 


14 


Durchschnittliches Alter 


Jahre 


55 


52 


59 


Ostrogenrezeptor (ER) 


ER-negativ 


10 


4 


6 




ER-positiv 


45 


17 


28 


Progesteronrezeptor (PR) 


PR-negativ 


20 


9 


8 




PR-positiv 


35 


12 


26 


Tumorstadium p = 0,0224 


G<3 


34 


9 


25 


G3 


21 


12 


9 
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Rezidive p = 0,0220 


Rezidive 


10 


7 


3 




keine Rezidive 


45 


14 


31 


tumorbedingte Todesfalle 


verstorben 


6 


3 


3 




am Leben* 


49 


18 


31 



* zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung 



Die T1-S-mRNA-Spiegel im Brustgewebe wurden in der Gesamt-RNA unter Ver- 
wendung des oben beschriebenen empfindlichen semiquantitativen RT-PCR- 
Tests bestimmt (siehe Material und Methoden, 3.3), mit dem der 3' nicht-transla- 
tierte Bereich der T1-S-mRNA nachgewiesen wird. Normalisierte T1-RNA- 
Spiegel wurden aus den tumorassoziierten T1-S-mRNA-Spiegeln berechnet und 
als niedrig (T1 -Spiegel < 0,1) oder hoch (T1 -Spiegel > 0,1) klassifiziert. Die 6 
FCD-Falle und 21 der 55 Brustkrebsfalle (38%) zeigten einen niedrigen T1-RNA- 
Spiegel. Von den 34 (62%) Tumoren mit hohem T1 -RNA-Spiegel wiesen 26 
(47%) mittlere Spiegel auf (T1 -RNA-Spiegel < 0,5), wahrend 8 (15%) Tumoren 
hohe Spiegel (T1 -RNA-Spiegel > 0,5) T1 -S-mRNA enthielten. 

Die Korrelation des T1-RNA-Spiegels mit verschiedenen klinikopathologischen 
Parametern wurde in einer univariaten Analyse untersucht; die Ergebnisse sind 
in Tabelle 5 zusammengefalSt. Der T1 -RNA-Spiegel zeigte keinen Zusammen- 
hang mit dem Patientenalter, dem histologischen Tumortyp, der TumorgrbBe 
oder der Expression von Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren. Der T1 - 
RNA-Spiegel war jedoch signifikant assoziiert mit der Tumordifferenzierung 
(p=0,022): 25 von 34 (70%) der Tumore mit hohem T1 -RNA-Spiegel, aber nur 9 
von 21 (43%) der Tumore mit niedrigem T1 -RNA-Spiegel waren gut oder m§(Jig 
differenziert (G1, G2). Weiterhin war der T1 -RNA-Spiegel signifikant mit dem 
erkrankungsfreien Clberleben der Patienten innerhalb eines mittleren Beobach- 
tungszeitraums von 5 Jahren (37 bis 93 Monate) assoziiert: 10 von 55 Patienten 
(18%) entwickelten wiederum eine Erkrankung. Es traten Rezidive in 7 von 21 
(33%) Tumoren mit niedrigem T1 -RNA-Spiegel, aber nur in 3 von 34 (9%) Tumo- 
ren mit hohem T1 -RNA-Spiegel auf. 91% der Falle mit hohem T1 -RNA-Spiegel 
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blieben krankheitsfrei. Diese Gruppe mit einer ausgezeichneten Prognose um- 
faBte alle 8 Patienten mit dem hochsten T1-RNA-Spiegel (> 0,5). Infolge der 
niedrigen Anzahl an Patienten war diese Feststellung statistisch nicht signifikant. 
Das Risiko fur ein spateres Wiederauftreten der Krankheit war in Tumoren mit 
hohem T1 -RNA-Spiegel 3,7-fach geringer im Vergleich mit Tumoren mit niedri- 
gem T1 -RNA-Spiegel (p=0,022). Kaplan-Meyer-Kurven fur das erkrankungsfreie 
Uberleben der Patienten mit hohem versus niedrigem tumorassoziierten T1- 
RNA-Spiegel zeigten einen signifikanten Unterschied innerhalb eines 17 Monate 
wahrenden Beobachtungszeitraums (Abb. 5). 

Beispiel 7 

Immunhistoloqischer Nachweis von T1 -Protein in Brustkrebsqewebe 

Fur 31 der in Beispiel 6 mittels RT-PCR analysierten Brustkarzinome stand for- 
malinfixiertes, in Paraffin eingebettetes Gewebe fur die immunhistochemische 
Analyse der T1 -Expression zur Verfugung. Bei den hierbei zur Bestimmung des 
Ortes der T1-Proteinsynthese und der Ablagerung in Tumorgewebe verwendeten 
Antiseren handelte es sich (1) urn einen monoklonalen Antikorper, der gegen 
humanes rekombinates T1-S-Protein erzeugt worden war, und (2) ein polyklona- 
les Antiserum, das spezifisch mit murinem T1-S-, aber nicht mit T1-M-Protein 
reagiert (Anti-c-Peptid; Rossler et al., 1995a). Die immunhistochemischen Ver- 
suche wurden mit beiden Antikorpern durchgefuhrt; beide Antikorper fuhrten zu 
ahnlichen Ergebnissen. 

Gewebeschnitte von normalem Brustgewebe und FCD-Gewebe zeigte eine 
leichte T1 -Reaktivitat in den duktalen epithelialen Zellen. Von den 31 analysier- 
ten primaren Brustkarzinomen wiesen 30 eine T1 -Reaktivitat in den Tumorzellen, 
wenn auch in sehr unterschiedlichem Ausmali, auf. Die Intensitat der T1 -Reakti- 
vitat unterschied sich drastisch zwischen individuellen Zellen innerhalb eines 
Tumorzell-Clusters und in der Fraktion der T1-reaktiven Tumorzellen in Gewebe 
aus unterschiedlichen Patienten (10% bis > 90%). In duktalen Karzinomen wie- 
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sen Tumorzellen, die in festen Oder tubularen Bezirken wuchsen, sehr haufig 
eine hdhere T1 -Reaktivitat auf als disseminierte, einzelne Tumorzellen. 6 von 10 
Tumoren, die ein hohes Mali an T1 -Reaktivitat in den Tumorzellen zeigten, 
zeigten auch eine signifikante T1 -Reaktivitat im Stroma. Alle 5 lobularen und 2 
medullare Karzinome zeigten eine niedrige bis mittlere T1 -Reaktivitat der Tu- 
morzellen. Ein Tumor zeigte keinerlei immunhistochemisch nachweisbare T1- 
Reaktivitat, wahrend er mit anderen Antiseren, z.B. zum Nachweis von Ostrogen- 
und Progesteronrezeptoren, reagierte. 

Beispiel 8 

Immunhistochemische Bestimmung des T1-Proteinspieaels 

Die immunhistochemische T1 -Reaktivitat wurde mittels einer Modifikation des 
Protokolls von Remmele und Stegener, 1987, bestimmt, wobei die Fraktion der 
T1-reaktiven Tumorzellen und ihre Farbungsintensitat als Parameter dienten 
(siehe Material und Methoden, 4.2). Die resultierende Klassifizierung (T1- 
Proteinspiegel) uberspannt einen Bereich von 0 (keine T1 -Reaktivitat) bis 12 
(hohe T1 -Reaktivitat in > 80% der Tumorzellen). 

1 1 der 21 Karzinome mit niedrigem T1-RNA-Spiegel wurden immunhistoche- 
misch untersucht und zeigten eine niedrige T1 -Reaktivitat mit einem mittleren 
T1 -Proteinspiegel von 2,9 (Bereich: 0 bis 6). Von den 34 Tumoren mit hohem T1- 
RNA-Spiegel wurden 20 immunhistochemisch untersucht. 19 von 20 zeigten eine 
T1 -Reaktivitat mit einem mittleren T1 -Proteinspiegel von 7,6 (Bereich: 2 bis 12). 
Ein Tumor wies keinerlei immunhistochemisch nachweisbare T1 -Reaktivitat auf 
(T1-RNA-Spiegel = 0,21). 

Beispiel 9 

Vergleich der Eraebnisse aus RT-PCR und immunhistochemischer Untersu- 
chunq 
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Bei der in Beispiel 6 beschriebenen Untersuchung beruhte die Analyse der Ex- 
pression der tumorassoziierten T1-S-Spiegel auf dem empfindlichen Nachweis 
von T1 -S-mRNA mittels RT-PCR. Es wurde erwartet, daft die T1-S-mRNA- 
Spiegel die T1 -S-Proteinsynthese reflektieren, da die ausfuhrliche Untersuchung 
von Maus-T1 keinerlei Hinweis auf posttranskriptionale Regulation der T1- 
Genexpression gab. Diese Annahme bestatigte sich beim Vergleich der mit RT- 
PCR und nach immunhistochemischem Nachweis von T1 -Protein erhaltenen Er- 
gebnisse fur 31 Tumore. Nur zwei der Tumore fuhrten zu inkonsistenten Ergeb- 
nissen beim Vergleich der beiden Methoden, die auf einen posttranskriptionalen 
oder translationalen Regulationsmechanismus hinweisen konnten: Ein Tumor 
zeigte hohe T1-S-mRNA-Spiegei, aber keine T1-Reaktivitat. Eine mogliche Er- 
klarung fur diese Diskrepanz ware ein Block der T1 -Translation. Der andere Tu- 
mor zeigte niedrige T1-S-mRNA-Spiegel und eine hohe zellulare T1 -Reaktivitat. 
Diese Diskrepanz konnte entweder auf einer gesteigerten Translationsaktivitat 
oder einer intrazellularen Akkumulation des T1-Genproduktes in Folge eines 
Sekretionsdefektes der Zellen beruhen. 

Die Konsistenz derT1-Expressionsspiegel nach Bestimmung mit zwei unabhan- 
gigen Verfahren bestatigt die Anwendbarkeit des hierin verwendeten Ansatzes. 

Beispiel 10 

Proanostischer Wert der T1-RNA-Bestimmunq in Nodal-negativen Patienten 

Die klassischen prognostischen Faktoren Tumorgrofte und Hormonrezeptorsta- 
tus waren in der Gruppe Nodal-negativer Patienten, die gemafi den Beispielen 6 
bis 9 untersucht worden sind und die durch einen hohen Anteil kleiner (< 3 cm) 
und schlecht differenzierter (G3) Tumoren mit einem positiven Status fur Ostro- 
gen- und Progesteronrezeptoren gekennzeichnet waren, nicht von prognosti- 
schem Wert. Der einzige andere Faktor, der fur die Prognose der Patienten Si- 
gnifikanz hat, ist das Tumor-'Grading" (p=0,001), das den besten prognosti- 
schen Indikatorfur dieses Kollektiv darstellte. 9 von 10 Rezidiven traten in den 
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21 schlecht differenzierten (G3) Tumoren auf (43%). Obwohl angesichts der be- 
grenzten Anzahl von Patienten eine multivariate Analyse nicht durchgefuhrt wor- 
den ist, weisen die Daten der Erfinder darauf hin, dali der T1-RNA-Spiegel ein 
weiterer nutzlicher Marker zur Identifizierung von Patienten mit G3-Tumoren ist, 
die ein erhfihtes Risiko fur Rezidive haben. Um diesen Effekt zu demonstrieren, 
wurden Patienten mit G3-Tumoren zunachst entsprechend ihrem T1 -RNA-Spie- 
gel eingeteilt. Die resultierende Gruppe von 12 G3-Fallen mit niedrigem T1- 
RNA-Spiegel hatte ein drastisch erhfihtes Risiko fur ein erneutes Auftreten der 
Erkrankung (6 Rezidive, 50 %) im Vergleich mit den 9 G3-Fallen mit hohem T1- 
RNA-Spiegel (2 Rezidive, 22%). Eine statistisch signifikante Auftrennung 
(p=0,029) dieser G3-Untergruppen wurde mit dem korrigierten T1 -Spiegel erhal- 
ten: bei 7 von 12 G3-Fallen mit niedrigem T1 -Spiegel (58%), aber nur bei einem 
von 9 Fallen mit hohem T1-Spiegel (11%) wurde innerhalb des Beobachtungs- 
zeitraums ein erneutes Karzinom beobachtet. 

Die obigen Ergebnisse zeigen, dali der T1 -Spiegel, entweder allein oder in 
Kombination mit dem Tumor-Grading, einen vielversprechenden neuen progno- 
stischen Indikator darstellt, um Patienten mit Nodal-negativem Brustkrebs zu 
identifizieren, die ein stark erhohtes Risiko fur ein erneutes Auftreten der Erkran- 
kung haben. Die fruhe Identifizierung und eine selektive begleitende Therapie 
dieser Hochrisikopatienten kann eine vielversprechende Strategie zur Verbesse- 
rung der individuellen Prognose darstellen. Gegenwartige Bemuhungen konzen- 
trieren sich auf die Etablierung vereinfachter Verfahren fur die Bewertung der 
tumorassoziierten T1-S-Expression. Wie in den Beispielen 8 und 9 gezeigt wor- 
den ist, ist die Immunhistochemie an formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem 
Gewebe eine erfolgversprechende Alternative zur RNA-Analyse. Gegenwartig 
wird die prognostische Signifikanz von immunhistochemisch nachgewiesenen 
tumorassoziierten T1 in einem grofieren Patientenkollektiv untersucht. 
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Patentanspruche 

1. In vitro -Verfahren zum Prognostizieren des Krankheitsverlaufs von Patienten 
mit Mammakarzinom und/oder zum Diagnostizieren eines Mammakarzinoms, 
umfassend das qualitative Oder quantitative Bestimmen von T1 -Protein und/oder 
T1-mRNA in aus dem Patienten gewonnenem Probenmaterial. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc T1 -Protein 
und/oder T1-mRNA einer Tumorgewebeprobe des Patienten bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc T1 -Protein in einer 
Blut- Oder Serumprobe bestimmt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dad 
T1-mRNA mit einem auf PCR beruhenden Verfahren bestimmt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daR 
das Probenmaterial einem fur T1 spezifischen Antikorper oder Fragmenten da- 
von ausgesetzt wird und T1 -Protein qualitativ oder quantitativ bestimmt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafc der Antikorper ein 
monoklonaler oder polyklonaler Antikorper ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da(i der Antikorper ge- 
gen das p9-Peptid gerichtet ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS der Antikorper ge- 
gen das p16-Peptid gerichtet ist. 
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9. Kit, dadurch gekennzeichnet, daB er zum Durchfuhren eines Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 und 5 bis 8 geeignet ist und einen T1 -spezifischen 
Antikorper Oder Fragmente enthalt. 

10. Kit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da(J der T1 -spezifische Anti- 
korper ein monoklonaler Antikorper ist. 

1 1 . Kit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi der T1 -spezifische Anti- 
korper ein polyklonaler Antikorper ist. 

12. Kit nach einem der Anspruche 9 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dali der 
T1 -spezifische Antikorper gegen das p9-Protein gerichtet ist. 

13. Kit nach einem der Anspruche 9 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, da(i der 
T1 -spezifische Antikorper gegen das p16-Protein gerichtet ist. 

14. Kit, dadurch gekennzeichnet, daft er zur Durchfuhrung eines Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 4 geeignet ist und mindestens ein Oligonukleo- 
tid enthalt, das zur T1-mRNA komplementar ist, sowie gegebenenfalls ein oder 
mehrere weitere Oligonukieotide, die die Amplifikation von T1 -spezifischer 
mRNA und/oder eines dazu komplementaren Stranges erlauben. 

15. Kit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, da(i er weiterhin RNAse H 
und reverse Transkriptase enthalt. 

16. Kit nach einem der Anspruche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dalJ das 
zur T1-mRNA komplementare Oligonukleotid die Sequenz S'-CTT TGA TCA 
CCT GAA CTT TCT CTA GCA-3' aufweist. 
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17. Kit nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dalX das 
weitere Oligonukleotid die Sequenz 5'-AGT TTT CGG TTG TTG GTG CAT TIC- 
S' als weiterem Oligonukleotid vor. In bevorzugten Ausfuhrungsformen aufweist. 

18. Verwendung eines T1-spezifischen Antikorpers Oder von Fragmenten davon 
zum Nachweisen der Gegenwart von T1 -Protein in Gewebeproben, Blut- oder 
Serumproben eines Patienten mit Mammakarzinom. 

19. Verwendung eines T1 -spezifischen Oligonukleotids zum Nachweisen von 
T1-mRNA in Gewebeproben, Blut- oder Serumproben eines Patienten mit 
Mammakarzinom. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi das T1- 
spezifische Oligonukleotid zur T1-mRNA komplementar ist. 

21. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi die Sequenz 
des T1 -spezifischen Oligonukleotids einem Teil der Sequenz der T1 -mRNA ent- 
spricht. 

22. Verwendung nach einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, 
daS die T1-mRNA ganz oder teilweise amplifiziert wird. 
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Abb. 1: Nachweis humaner T1-mRNA-Spezies 



Fig.1 A 
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Abb. 1: Nachweis humanerT1-mRNA-Spezies 
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Abb. 2: Nachweis von 2,7 kb-Ti-mRNA in humanen 
Srustlurnoren 
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(57) Abstract 

Especially nodal conditions and tumour size, histological type, degree of differentiation and receptor condition are used nowadays for 
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von Patienten mit Mammakarzinom. 
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